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โคลนยีนไซโลสรีดักเทส (XYL1) ของเมทิลโลโทรฟกยีสตทนรอน Ogataea siamensis N22 จากยีโน-
มิกดีเอ็นเอและคัดเลือกโคลนดวยเทคนิคพีซีอาร ไดโคลนรหัส pOSXR2-88 ท่ีมียีนไซโลสรีดักเทสความยาว 835 
นิวคลีโอไทดแทรกอยูในพลาสมิดแตยังขาดสวนของยีนดาน 3' จึงตามหาลําดับนิวคลีโอไทดทางดานปลาย 3' 
ของยีนดวยวิธี 3' RACE  เม่ือรวมลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจากท้ังสองวิธีเขาดวยกัน ไดลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมด
ของยีนไซโลสรีดักเทสความยาว 960 นิวคลีโอไทด ซึ่งแปลงเปนกรดอะมิโนได 319 กรดอะมิโน เม่ือวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดพบตําแหนง TATA box-like คือ -112TATAA-108 หางจาก start codon ข้ึนไปทางปลาย 5’ และ
พบตําแหนง polyadenylation signal คือ 974AATAAA979 อยูหางจาก stop codon ไปทางดาน 3' ไดฝากลําดับนิว-
คลีโอไทดของยีนไซโลสรีดักเทสของ O. siamensis N22 ไวในฐานขอมูล GenBank (accession no. FJ763639) 
การเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนท่ีแปลงมาจากลําดับนิวคลีโอไทด พบวาไซโลสรีดักเทสของ O. siamensis N22 
คลายคลึงกับอัลโดสรีดักเทสของยีสต Candida boidinii มากท่ีสุด เทากับ 72 เปอรเซ็นต เม่ือวิเคราะหลําดับ
กรดอะมิโนของเอนไซมไซโลสรีดักเทสของ O. siamensis N22 พบวามีความแตกตางจากไซโลสรีดักเทสของ
ยีสตอื่นอยู 3 ตําแหนง แตไมใชบริเวณ active site และพบวามีลําดับกรดอะมิโน IPKS ท่ีเปนตําแหนงอนุรักษของ
บริเวณ active site เชนเดียวกับไซโลสรีดักเทสของยีสตอื่น 

 
เม่ือเพิ่มการแสดงออกของยีนไซโลสรีดักเทสในยีสต O. siamensis N22 ดวยการสรางพลาสมิดลูกผสม 

pPICOSXR และ pGAPOSXR ภายใตโปรโมเตอรของยีน alcohol oxidase (AOX) และ glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAP) ตามลําดับ พลาสมิดลูกผสมจะแทรกเขาไปในโครโมโซมของยีสตเจาบาน 
การศึกษาการแสดงออกของยีนจากกิจกรรมของเอนไซม พบวายีสตสายพันธุต้ังตนและสายพันธุท่ีไดรับ 
พลาสมิด pPICOSXR มีกิจกรรมเอนไซมอยูระหวาง 0.044 ถึง 0.098 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ซึ่งยีสตสายพันธุ
ดัดแปลง N22-pPICOSXR30 มีกิจกรรมจําเพาะของเอนไซมสูงท่ีสุด คือ 0.098 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน คิดเปน  
2.2 เทา ของคาท่ีตรวจพบจากยีสตสายพันธุต้ังตน สวนยีสตสายพันธุดัดแปลงท่ีไดรับพลาสมิด pGAPOSXR  พบ
คากิจกรรมจําเพาะของเอนไซมต้ังแต 0.062 ถึง 0.093 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน โดยยีสตสายพันธุ N22-
pGAPOSXR3 มีกิจกรรมจําเพาะของเอนไซมสูงสุดคือ 0.093 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน คิดเปน 1.5 เทาของยีสต
สายพันธุต้ังตน  นอกจากนี้ยังพบวาเอนไซมไซโลสรีดักเทสจาก O. siamensis N22 และสายพันธุดัดแปลงใช 
NADPH เปนโคเอนไซมเทานั้น 
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